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摘要 基于聚多巴胺纳米粒子(PDA NPs)对 Cy5 标记单链 DNA(Cy5-ssDNA)探针的荧光猝灭效应以及脱氧
核糖核酸酶Ⅰ(DNaseⅠ)选择性切割 DNA/ＲNA杂合结构中单链 DNA的特性，建立了一种用于微小核糖核
酸(miＲNA)检测的新型恒温信号放大方法． 在优化的实验条件下，体系的相对荧光强度(FＲ)与 miＲ-21 浓度
的对数值成正比;对 miＲ-21 检测的线性范围为 10 pmol /L ～ 100 nmol /L，检出限达 7 pmol /L． 血清加标实验
结果表明，该方法可用于生理环境下 miＲ-21 的检测．
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微小核糖核酸(miＲNA)是一类短链非编码功能 ＲNA，长度一般为 19 ～ 25 个碱基［1］，能调控包括
细胞凋亡、增殖、分化、基因调控及代谢等多种生命进程［2，3］． 已有研究［4 ～ 6］表明，miＲNA广泛参与肿
瘤的发生、发展及侵袭过程，故可作为生物标志物用于肿瘤的早期诊断． 由于 miＲNA具有片段短且其
家族成员间序列相似性较高等特性，发展可稳定且精确地检测 miＲNA的方法是一个挑战． 目前，应用
较为广泛的 miＲNA 检测方法主要有 Northern 印迹法［7］、微阵列分析法［8］以及实时荧光定量聚合酶链
反应(qＲT-PCＲ)［9］等． 尽管上述方法都具有一定的优点，但也都有局限性［10］． Northern 印迹法杂交耗
时长且灵敏度低，样品用量较大，限制了其在临床诊断中的应用［11］;微阵列方法存在交叉杂交以及重
复性差等缺陷［12］;qＲT-PCＲ方法虽然比前 2 种方法的灵敏度高、准确性好且实用性佳，但是 miＲNAs
长度过短导致引物设计难度提高，而且茎环引物及锁核酸修饰引物的使用也使实验成本增加;并且为
了保证 qＲT-PCＲ的成功扩增需要对温度进行精确控制，这也增加了实际操作的难度［13］． 此外，这些检
测技术成本较高且对实验者的操作技能有较高要求． 因此，发展设计简单、造价低廉、灵敏度高和特
异性好的 miＲNA检测方法依然是该领域的研究热点之一．
多巴胺(DA)是一种存在于神经组织和体液中的儿茶酚胺类神经递质，是脑功能的物质基础［14］．
在氧化条件下，多巴胺可以在水溶液中自聚合，生成一系列具有不同分子量的低聚物． 这些低聚物部
分发生交联反应，生成分子量较高的聚合物． 同时，通过多种非共价键协同作用，多巴胺、多巴胺氧化
产物及其低聚物、高聚物在溶液中自发组装形成不同形态结构的组装体，这一组装体被称为聚多巴胺
(PDA)［15］． 近年来，聚多巴胺纳米粒子(PDA NPs)作为一种新型的纳米材料，因具有独特的物理 /化
学性质、良好的生物相容性和生物可降解性，而被广泛地应用于纳米材料的表面修饰和改性、生物 /电
化学传感器的构建以及金属离子的富集等领域［15，16］． 特别是基于 PDA NPs 的荧光传感平台在核酸分
析方面的应用引起了研究者的关注． 文献［17 ～ 19］报道，PDA NPs 因具有独特的共轭体系，可与生物
大分子尤其是单链 DNA(ssDNA)分子通过 π-π非共价作用力结合，并高效猝灭寡核苷酸上标记的荧光
染料或荧光纳米粒子的荧光信号． 若加入与该寡核苷酸探针互补的核酸分子，二者杂交形成的双链核
酸结构在 PDA NPs表面的吸附能力会显著降低，从而脱离 PDA NPs表面使荧光信号得以恢复． 这些研
究为构建基于 PDA NPs /DNA的化学和生物传感器奠定了基础．
脱氧核糖核酸酶Ⅰ(DNaseⅠ)是一种内切酶，能将单链或双链 DNA同等程度地随机分解，生成具
有 5'-磷酸末端的寡核苷酸［20］． DNaseⅠ可随机识别并降解 DNA，而不作用于目标物 ＲNA． 最近，文献
［21 ～ 23］报道了基于 DNaseⅠ辅助信号放大的方法用于检测生物小分子和 miＲNA． 本文结合 PDA NPs
对荧光标记 ssDNA探针的荧光猝灭效应以及 DNaseⅠ选择性切割 DNA /ＲNA 杂合结构中单链 DNA 的
特性，提出了一种设计简单的用于高灵敏检测 miＲNA的恒温信号放大策略．
1 实验部分
1． 1 试剂与仪器
实验所用 DNA购于上海生工生物工程有限公司，ＲNA 购于苏州吉玛基因有限公司，其序列详见
表 1． DNaseⅠ，ＲNase抑制酶和酰化剂二乙基焦碳酸酯(DEPC)处理水均购于大连宝生物工程有限公
司;重组人组织因子(rTF)购于美国 Sekisui Diagnostics公司;促凝血磷脂(PL，含 20%磷脂酰丝氨酸，
20%磷脂酰乙醇胺和 60%磷脂酰胆碱)购于美国 Avanti Polar Lipids公司;盐酸多巴胺和氨水(NH4OH，
质量分数 28% ～30%)购于美国 Alfa Aesar公司;实验用水为 Milli-Q(18. 2 MΩ·cm)超纯水;其它试剂
均为分析纯．
H-600 型透射电子显微镜(日本 Hitachi公司) ;UV Mini-1240 型紫外分光光度计(日本岛津公司) ;
QE65 型光纤光谱仪(美国海洋光学公司)．
Table 1 Oligonucleotide sequences used in experiments*
Name Sepuence Number of bases
P-miＲ-21 5'-Cy5-TCAACATCAGTCTGATAAGCTA-3' 22
miＲ-21 5'-UAGCUUAUCAGACUGAUGUUGA-3' 22
P-7f 5'-Cy5-AACTATACAATCTACTACCTCA-3' 22
let-7f 5'-UGAGGUAGUAG AUUGUAUAGUU-3' 22
let-7a 5'-UGAGGUAGUAG GUUGUAUAGUU-3' 22
* Underlined letters represent the mismatched bases．
1． 2 PDA NPs的制备
参照文献［24］方法制备平均粒径为 100 nm的 PDA NPs． 取 22. 5 mL超纯水置于 100 mL圆底烧瓶
中，搅拌下水浴升温至 30 ℃，依次加入 10 mL无水乙醇和 0. 75 mL NH4OH，继续搅拌 30 min． 准确称
取 0. 125 g盐酸多巴胺溶于 2. 5 mL超纯水中，待完全溶解后将该溶液迅速加入到上述混合液中，继续
搅拌 24 h，得 PDA NPs． 将制备的 PDA NPs离心洗涤(9000 r /min)3 次后于常温下保存． 将 NH4OH的
用量分别降低至 0. 5 和 0. 25 mL制得平均粒径为 200 和 300 nm的 PDA NPs．
1． 3 miＲ-21 的检测
将 3 μL 0. 5 mg /mL的 PDA NPs和 18 μL 1. 1 μmol /L的 P-miＲ-21 加入 250 μL 20 mmol /L Tris-HCl
缓冲液(50 mmol /L NaCl + 5 mmol /L MgCl2，pH =7. 5)中，于 30 ℃反应 20 min． 加入 2 U ＲNase 抑制
酶、20 U DNaseⅠ和 15 μL不同浓度的 miＲ-21 溶液，于 37 ℃反应 30 min． 测定溶液在发射波长为 666
nm处的荧光光谱数据，平行测定 6 次(n = 6)．
将冰冻血浆在 37 ℃水浴下融解，在 1 mL血浆中依次加入 0. 43 μL 11. 6 nmol /L的 rTF溶液、4 μL
1 mmol /L的 PL溶液和 17 μL 17 mmol /L的 CaCl2溶液，混合均匀后于 37 °C孵育 30 min;然后在室温
下离心 10 min(4500 r /min) ，取上层清液即血清样品，备用． miＲ-21 的加标实验在 10%血清中进行．
1． 4 特异性考察
将 3 μL 0. 5 mg /mL的 PDA NPs和 18 μL 1. 1 μmol /L的 P-7f加入 250 μL 20 mmol /L Tris-HCl缓冲
液(50 mmol /L NaCl + 5 mmol /L MgCl2，pH = 7. 5)中，于 30 ℃反应 20 min． 加入 2 U ＲNase 抑制酶、
20 U DNaseⅠ和 15 μL 2 μmol /L的 let-7f或 let-7a溶液，于 37 ℃反应 30 min． 测定溶液在发射波长为
666 nm处的荧光光谱数据，平行测定 6 次(n = 6)．
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2 结果与讨论
2． 1 PDA NPs的表征
如图 1(A)～(D)所示，3 组 PDA NPs 的平均粒径分别为(94 ± 9) ，(206 ± 15)和(306 ± 17)nm;
由图 1(D)可见，3 组 PDA NPs的紫外吸收光谱均具有较宽的吸收带，说明其吸收光谱可与多种荧光
基团 /荧光纳米粒子的发射光谱互相重叠． 这一优异的光学特性使 PDA NPs在荧光共振能量转移体系
中可作为多种荧光基团的能量受体．
Fig． 1 TEM micrographs of as-prepared PDA NPs with different average diameters(A—C)
and their UV-Vis spectra(D)
Average diameter /nm: (A) ，a． 94 ± 9; (B) ，b． 206 ± 15; (C) ，c． 306 ± 17．
2． 2 检测原理
miＲNA 检测原理如 Scheme 1 所示． 首先，设计与靶标 miＲNA 序列完全互补的 Cy5 荧光标记的单
链 DNA探针(Cy5-ssDNA) ;Cy5-ssDNA通过 π-π 堆积效应吸附在 PDA NPs 表面，导致其荧光信号被
PDA NPs猝灭;当体系中存在 miＲNA和 DNaseⅠ时，Cy5-ssDNA与 miＲNA杂交形成 DNA /miＲNA双螺
旋结构，从 PDA NPs表面解离，其荧光信号得到恢复;DNaseⅠ选择性地将该双链结构中 Cy5-ssDNA
水解为碎片，该过程中 DNaseⅠ不会降解双螺旋结构中的 miＲNA从而使其被释放出来，可再次进行与
Cy5-ssDNA杂交及 DNaseⅠ酶切等反应，如此循环反复，实现了恒温条件下 miＲNA 分子与多个探针杂
交、酶切、释放荧光基团的循环过程;最终体系的荧光信号得到显著放大，通过记录体系的荧光信号
变化即可实现对 miＲNA的灵敏检测［25］．
Scheme 1 Schematic representation of PDA NP-based FＲET assay with DNase I-assisted
target recycling signal amplification for the detection of target miＲNA
2． 3 反应条件的优化
首先考察了不同粒径大小的 PDA NPs对 Cy5-ssDNA的荧光猝灭效率，考察结果以 QE 表示［QE =
(1 － F0 /FⅠ)× 100%，其中 F0 和 FⅠ分别代表有和无 PDA NPs时 Cy5-ssDNA的荧光信号强度］． 如图 2
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所示，当猝灭时间为 10 min时，粒径为 94 nm的 PDA NPs的 QE 已接近 100%，而相同条件下粒径为
206 及 306 nm的 PDA NPs的 QE则分别为 76%和 55% ． 实验结果表明，相同条件下粒径为 94 nm 的
PDA NPs具有更好的荧光猝灭能力，这种现象与 PDA NPs的小尺寸效应密切相关． 随着纳米微粒尺度
的减小，纳米微粒比表面积急剧变大，处于表面的原子数越来越多，表面原子与总原子数之比迅速增
加． 当 PDA NPs溶液中加入 Cy5-ssDNA后，其表面所吸附的荧光分子的数量增多，而在 PDA NPs与被
吸附分子之间存在着能量转移，导致荧光分子的无辐射驰豫增大［26］． 因此，小粒径的 PDA NPs 对
Cy5-ssDNA的猝灭效应更显著．
Fig． 2 Effects of quenching time of 94(A) ，206(B)and 306 nm(C)PDA NPs on quenching efficiency
in the concentration of 20 μg /mL
实验还分别考察了 PDA NPs浓度、反应时间及 NaCl和 MgCl2浓度对体系荧光强度的影响． 实验结
果以相对荧光强度 FＲ表示［FＲ =(FⅡ － F0)/F0，其中 FⅡ代表 Cy5-ssDNA 被 DNaseⅠ剪切后释放出的
Cy5 的荧光信号强度］． 如图 3 所示，当 PDA NPs 浓度为 5 μg /mL，反应时间为 30 min，NaCl 浓度为
50 mmol /L，MgCl2 浓度为 5 mmol /L时，体系的 FＲ值最大． 实验对比了 DNaseⅠ对吸附于 PDA NPs 表
面及与 miＲNA形成杂交双链后脱离 PDA NPs 表面的 Cy5-ssDNA 的剪切情况，实验结果如图 3(B)所
示． 当 DNaseⅠ作用于 PDA NPs表面的 Cy5-ssDNA时，FＲ值无显著变化，说明 PDA NPs能够保护吸附
在其表面的 Cy5-ssDNA不被酶切．
Fig． 3 Effects of concentration of PDA NPs(A) ，cleavage /reaction time(B) ，NaCl concentration(C)
and MgCl2 concentration(D)on the recovery ratio of Cy5 fluorescence intensity(FＲ)in the
presence of 66 nmol /L Cy5-ssDNA
2． 4 miＲ-21 的检测
在上述优化条件下，对 miＲ-21 的检测结果如图 4 所示． 可见，随着 miＲ-21 浓度的增大，体系的荧
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光信号逐渐增强;并且体系的 FＲ与 miＲ-21 浓度的对数值在 10 pmol /L ～ 100 nmol /L之间呈良好的线性
关系，线性方程为 FＲ = 0. 03886lgc + 0. 10547(Ｒ
2 = 0. 985)． 同时进行 miＲ-21 在 10%血清中的加标实
验发现，体系的 FＲ与 miＲ-21 浓度的对数值在 10 pmol /L ～ 10 nmol /L之间呈良好的线性关系，线性方
程为 FＲ = 0. 08475lgc + 0. 18849(Ｒ
2 = 0. 984)． 实验平行测量 6 次，结果的相对标准偏差 ＜ 5% ． 通过计
算可得 miＲ-21 在缓冲溶液中及在 10%血清加标实验中的检出限分别为 7 pmol /L 和 25 pmol /L(3σ)．
实验结果表明，本方法具有较好的重现性，并且能够满足实际样品中 miＲ-21 的检测［27］．
Fig． 4 Fluorescence spectra of Cy5 in the presence of various concentrations of miＲ-21 in buffer(A)and
10% human serum(B) ，respectively and calibration curves of recovery ratio of Cy5 fluorescence
intensity(FＲ) vs． logarithmic concentration of miＲ-21 (C) in buffer(a) and 10% human
serum(b) ，respectively
The error bars mean standard deviations(n = 6)．
2． 5 方法特异性的评价
由于 miＲNA同一家族成员之间高度的序列相似性，高特异性地区分同一家族的 miＲNA 是一个极
Fig． 5 Specificity evaluations for miＲNA detection in
buffer and 10% human serum，respectively
The concentration of the each miＲNA targets is 100 nmol /L．
大的挑战． 例如，let-7 家族中的各个 miＲNAs 序列
长度一致，均为 22 个碱基，相互之间仅有 1 ～ 2 个
碱基的差别，因此能否区分 let-7 家族是评判miＲNA
检测方法特异性好坏的重要指标． 为了验证本文方
法的特异性，采用 let-7f 的特异性探针，在相同的
实验条件下，考察了单碱基错配的 let-7a 对 let-7f
检测的干扰情况． 实验结果如图 5 所示，无论在缓
冲溶液中还是在生理环境较复杂的血清中，let-7f
产生的强荧光响应与 let-7a产生的干扰信号均可显
著区分，表明该方法具有区分单碱基差异的能力．
结果表明，所建立的检测方法选择性较好，可实现对目标分子 miＲNA的特异性检测．
3 结 论
基于 PDA NPs对荧光标记核酸探针的猝灭效应，以及 DNaseⅠ能够选择性剪切 DNA /ＲNA杂合结
构中单链 DNA的特性，建立了一种高灵敏检测 miＲNA 的新型信号放大方法． 该方法设计简单、耗时
少、成本低，具有较好的特异性，并可区分单碱基差异，在基于 miＲNA分析的疾病诊断方面具有良好
的应用前景．
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Polydopamine Nanoparticle-based Fluorescence Ｒesonance
Energy Transfer Assay for microＲNA Detection
MA Lina1，LIU Fuyao1，2，GAO Jiaxue1，2，WANG Zhenxin1*
(1． State Key Laboratory of Electroanalytical Chemistry，Changchun Institute of Applied Chemistry，
Chinese Academy of Sciences，Changchun 130022，China;
2． University of Chinese Academy of Sciences，Beijing 100049，China)
Abstract A simple，rapid and low-cost polydopamine nanoparticle(PDA NP)-based fluorescence resonance
energy transfer(FＲET)assay with deoxyribonucleaseⅠ(DNaseⅠ)-assisted target recycling signal amplifica-
tion was developed for microＲNA(miＲNA)detection． Under the optimized experimental conditions，the
recovery ratio of Cy5 fluorescence intensity increased linearly with logarithm of miＲ-21 concentration from
10 pmol /L to 100 nmol /L，with a detection limit of 7 pmol /L． Moreover，satisfactory results were obtained
while the proposed method was applied to detect miＲNA in 10% human serum．
Keywords Polydopamine nanoparticle;microＲNA;DNaseⅠ;Fluorescence resonance energy transfer
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